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 研究要旨 
	
 本研究目的は、サルコペニアの一因と考えられる加齢に伴う筋再生能力低下をもたらす

骨格筋内の環境変化を明らかにすることである。骨格筋の再生環境を調節する要素として、

再生過程の骨格筋で作用するタンパク質（骨格筋組織に存在する因子および全身性の因

子（血清））と骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目する。これらの加齢変化を明らかに

することで老化骨格筋における再生環境悪化の原因を追求する。再生過程の骨格筋で作

用するタンパク質に着目した解析では、前年度に実施した、老化マウスと若齢マウスの

再生過程骨格筋組織と血清を用いたサイトカイン抗体アレイ解析により同定された骨格筋

環境調節候補因子について、その発現確認と機能解析を行った。それにより、老化骨格筋

の再生能力低下の原因となるタンパク質が明らかになってきた。また、骨格筋内在性の

間葉系前駆細胞に着目した解析においては、間葉系前駆細胞とそれが作用する筋衛星細胞

及び免疫細胞の加齢に伴う組織内動態変化を解析し、老化マウスの再生中期における間葉

系前駆細胞と筋衛星細胞の減少、および、老化マウスの再生後期における新生筋線維形

成の低下を見出した。また、老化マウスの再生後期では間葉系前駆細胞と免疫細胞の収

束に遅延が認められた。再生中期の変化が後期に見られた違いを生んでいると考え、再

生中期の細胞の性質変化をマイクロアレイにより調べ、間葉系前駆細胞特異的でかつ老

化により発現変動している遺伝子群を同定した。その中で、間葉系前駆細胞の老化表現

型に関与する可能性がある候補因子を見出した。 
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Ａ．研究目的 

	
 サルコペニアは高齢者の転倒事故の主要な原因の一つであり、寝たきり人口の増加につ

ながるため解決すべき重要課題である。サルコペニアの原因は未だ解明されていないが、
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加齢に伴う筋再生能力の低下が一因であると考えられている。我々は実際に、老化マウス

では若齢マウスに比べ筋再生能力が顕著に低下していることを認めている。成体筋組織の

再生は、骨格筋特異的な幹細胞である筋衛星細胞が担っているが、加齢に伴う筋衛星細胞

自体の質の劣化より、骨格筋組織内環境の悪化が筋再生能力低下に寄与していることを明

らかにしている。そこで、本研究では、加齢に伴う筋再生能力低下をもたらす骨格筋内の

環境変化を明らかにし、サルコペニアの予防・治療法の開発へと発展させる。 

	
 具体的には、骨格筋の再生環境を調節する要素として、再生過程の骨格筋で作用する

タンパク質（骨格筋組織に存在する因子および全身性の因子（血清））と、骨格筋に存在

し、筋衛星細胞とは異なる細胞である間葉系前駆細胞に着目し、これらの加齢に伴う変

化を明らかにすることにより、老化骨格筋における再生環境悪化の原因を追求する。 

	
 分担研究者は骨格筋内に筋衛星細胞とは異なる間葉系前駆細胞を同定し、この細胞が骨

格筋の脂肪化や線維化といった組織内環境の悪化に寄与することを見出している（Uezumi 

et al., Nat. Cell Biol. 2010; Uezumi et al., J. Cell Sci. 2011）。一方、この間葉系前駆細胞は生理的

条件下では、筋衛星細胞や免疫細胞に作用し、間接的に筋再生を促進することも明らかに

なってきた。このように間葉系前駆細胞は筋再生環境に大きな影響を及ぼす細胞要素で、

その加齢変化を解明することは老化に伴う筋再生能力低下の原因究明につながると期待出

来る。 
	
 再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析においては、前年度に実施し

た再生過程骨格筋組織と血清を用いたサイトカイン抗体アレイ解析により同定された、老

化で発現変動するタンパク質について、その発現確認とin vitroでの機能解析を行った。また、

骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析においては、再生中期の細胞の性質変化に

焦点を当てマイクロアレイ解析を行った。 
 

 
Ｂ．研究方法 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 

①サイトカイン抗体アレイ解析により同定されたタンパク質の発現確認 
	
 老化マウス（24ヶ月齢超、n =3）と若齢マウス（2-3ヶ月齢、n = 3）から血清を分離

し、いくつかのサイトカインについて ELISAで発現の再現性を調べた。 

	
 また、老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に Cardiotoxin (CTX)を投与し、筋損傷を

誘導した。CTX投与 1, 3, 5, 7, 14日後に筋肉を採取し、タンパク質を抽出した。Immunoblot

及び ELISAにて、着目したサイトカインの筋再生過程における経時的発現変化とその老

化による発現変化を調べた。 

	
 

②筋衛星細胞の in vitro培養系での機能解析 
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 若齢マウスの下肢骨格筋から FACSを用いて筋衛星細胞を分取し、様々な濃度の候補

因子を含む増殖培地中で培養した。4日後に MyoD陽性細胞数を比較し、筋衛星細胞の

増殖への影響を調べた。 

	
 また、若齢マウスから FACSによって分取した筋衛星細胞を増殖培地中で 4日間培養

後、様々な濃度の候補因子を含む分化培地に交換した。3日後に myosin heavy chain陽性

myotubeに含まれる核の割合 (fusion index) を比較し、筋衛星細胞の分化に対する影響を

調べた。 
 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
	
 以下の手順で筋再生中期の間葉系前駆細胞と筋衛星細胞、免疫細胞の遺伝子発現をマイ

クロアレイによって調べ、老化マウスと若齢マウス間で比較した。 
①老化マウスと若齢マウスの下肢骨格筋に再生を誘導した。 
②筋再生 3日目の間葉系前駆細胞、筋衛星細胞、免疫細胞を FACSにより分取し、RNAを

単離、精製した。 
③マイクロアレイにより網羅的遺伝子発現解析を行った。間葉系前駆細胞、筋衛星細胞、

免疫細胞の細胞間での比較、さらに、老化マウスと若齢マウス間での比較解析を行い、間

葉系前駆細胞特異的で老化により発現変動する遺伝子群を同定した。 
 
（倫理面への配慮） 
	
 本研究は、人権の保護や個人情報の取り扱いの配慮を必要とする研究には該当しない。

動物実験に関しては、国立長寿医療研究センターの動物飼育設備利用者委員会および動物

実験倫理委員会の承認の下、規則に従って実施した。 
 
 
Ｃ．研究結果 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
①老化マウスと若齢マウスの血清を用いたサイトカイン抗体アレイ解析により同定され

たタンパク質の発現確認 
	
 アレイ解析において、若齢マウスに比べ老化マウスの血清で 1.5倍以上発現増加してい

たサイトカインのうち、いくつかのもの (DKK-1, sTNF RI, CXCL13等) について ELISA

で発現の再現性を確認した。 
 
②老化マウスと若齢マウスの再生過程骨格筋組織を用いたサイトカイン抗体アレイ解析

により同定されたタンパク質の発現確認と in vitroでの機能解析 

	
 老化マウスで発現減少していた一つのサイトカインに着目した。まず、若齢マウスを

用いて筋損傷後の発現変化を経時的に調べたところ、筋損傷 5日後に最も発現が増大す
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ることがわかった。筋損傷 5日後は増殖した筋衛星細胞が分化し、幼若筋線維が形成さ

れ始める時期であることから、候補因子は筋衛星細胞の分化に機能していると予想され

た。この損傷 5日後の筋肉において老化マウスと若齢マウスで発現レベルを比較し、

immunoblotと ELISA両方において老化マウスで発現減少していることを確認した。また、

筋衛星細胞の in vitro培養系への添加実験により、候補因子は筋衛星細胞の分化を促進す

ることを明らかにしている。これらの結果から、老化骨格筋では候補因子の発現減少に

よって筋分化能が低下し、これが筋再生能力低下の一因となっている可能性が示された。 

 
（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
	
 老化マウスと若齢マウスの再生中期（筋損傷後 3日）から間葉系前駆細胞、筋衛星細

胞、免疫細胞を単離しマイクロアレイによる比較解析を行った。その結果、間葉系前駆

細胞特異的でかつ老化により発現変動している遺伝子群を同定した。リアルタイム PCR

解析を行ったところ、老化間葉系前駆細胞でいくつかの遺伝子が顕著に発現変動するこ

とが確認できた。その中には、核内受容体を活性化し直接標的遺伝子の発現を誘導する

シグナル経路に含まれる因子もあり、間葉系前駆細胞の老化表現型に関与する可能性が

ある。今後、これらの因子を中心に機能解析を進め、間葉系前駆細胞の制御による再生

環境の改善を目指す。 
 
 
Ｄ．考察 
（１）再生過程の骨格筋で作用するタンパク質に着目した解析 
	
 近年、加齢に伴う筋再生能力低下の原因として、骨格筋内環境変化の影響を示唆する

報告がなされている。whole muscle移植実験では、若齢ラットの筋肉を老化ホストに移

植すると、若齢ホストに移植した場合に比べ、はるかに再生が悪くなる1)。さらに、老

化マウスと若齢マウス間のパラビオーシス(血流を共有させること)により、低下した老

化マウスの筋再生能力が回復する2)。我々のこれまでの研究結果に加え、これらの報告

から、筋再生における環境の重要性が指摘されるが、加齢に伴う筋再生能力低下をもた

らす環境因子は未だ同定されていない。よって、本研究では骨格筋組織に局在するlocal 

factorとsystemic factorである血清に着目し、老化骨格筋の再生環境悪化を導く候補因子の

同定を進めている。本年度は一つのサイトカインに着目し、老化骨格筋でのその発現減

少が筋再生能力低下の一因となっている可能性を示した。今後、老化マウスへのその候補

因子補充による筋再生能力改善効果を検証し、サルコペニアの予防法開発へと発展させる。 

（参考文献）	
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（２）骨格筋内在性の間葉系前駆細胞に着目した解析 
	
 マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析から、老化間葉系前駆細胞で発現変動する

いくつかの遺伝子を同定した。その中で、核内受容体を活性化するシグナル経路に位置

する因子に注目している。核内受容体は DNAの転写調節領域に結合し、直接標的遺伝

子の発現を誘導する。このことからこれらの因子およびそれが位置するシグナル経路が

間葉系前駆細胞の老化表現型に関与する可能性がある。今後、この因子やシグナル経路

に注目し、その筋再生における重要性を調べるとともに、その制御にも取り組み、老化再

生環境改善を目指す。 

 
 
Ｅ．結論 
	
 老化骨格筋での筋再生能力低下の一因として、一つのサイトカインの発現減少を見出

し、その補充による筋再生能力改善の可能性を示した。また、老化間葉系前駆細胞で変化

する因子およびシグナル経路を見出し、その制御による間葉系前駆細胞の正常化（若返り）

の可能性を示した。 
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